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Estudios sobre la estabilidad del virus del rayado fino del maiz
por degradacion enzimatica del ARN viral
y microscopia electronica de las particulas

Reinaldo Pereira y Pedro Leon

Centro de Investigaciones en Biologia, Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica.
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Abstract: The stability of ‘‘Maize Rayado Fino Virus’’ capsids was studied correlating enzymatic degradation
analysis of the RNA in full capsids with electron microscopy of negatively stained particles. The great
thermal stability of pancreatic ribonuclease A, combined with the strong change in absorbance of the nucleic
acids upon hydrolisis, provide a convenient assay for RNA release, which correlates with quantitative
observations of the particles in the electron microscope. A repeatable transition between 75° and 80°C is
observed with MRFV, presumably due to cooperative opening of the closed shell, followed by the release of

the encapsidated RNA.

Muchos virus pequeiios de plantas cuyos dia-
metros oscilan alrededor de los 30 nm, se carac-
terizan por presentar un ARN positivo por
genoma, cubierto de una cdpside protéica iso-
métrica. La cdpside proteje al ARN de la degra-
dacion nucleolitica, favoreciendo su superviven-
cia fuera del ambiente citoplasmatico y su dis-
persion hacia un huésped susceptible. Los prin-
cipios fisicos y geométricos que rigen la cons-
truccion de estos virus han sido definidos com-
binando estudios de microscopia electronica,
cristalografia de rayos X y otras técnicas opti-
cas (Matthews, 1981). Crick y Watson (1956)
fueron los primeros en reconocer que la forma
mds economica de codificar una entidad viral,
es usando una fraccion del genoma en la sintesis
de muchas copias de una o pocas proteinas pe-

quenas. Estas proteinas se autoensamblan por-

contactos cuasiequivalentes en estructuras de-
finidas, de madxima estabilidad (Caspar y Klug,
1962). De todas las posibilidades geométricas
se ha observado que la simetria icosadelta-
hédrica es la m4s comin entre estos virus,
con las sub-unidades proteicas forrnando
tridngulos equildteros con ejes de simetria
5:3:2.

Estudios de microscopia electronica del
VFRM (Gémez et al., 1977) revelan la presen-
cia de una particula isométrica de aproximada-
mente 29 nm de didmetro con subunidades
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estructurales que sugieren una simetria icosa-
deltahédrica T=3. En este caso, las subunida-
des protéicas dan origen a 20 hexdmeros y 12
pentdmeros, con aproximadamente 180 pro-
teinas por virion (Leon y Gdmez, 1981). Dos
proteinas diferentes, designadas p22 (peso
molecular 22 kilodaltons) y p28 (28 kilodal-
tons) han sido aisladas en cantidades no-equi-
molares tanto de cdpsides llenas como vacias
(Gingery et al., 1982; Le6n y Gdmez, 1981,
1986) por lo que la estructura de la cdpside
no es facilmente explicable.

La estructura y estabilidad de la cdpside vi-
ral son propiedades de interés para el control
y sistematizacion de estos patogenos. Dos me-
didas de la estabilidad viral se efectan tradicio-
nalmente en las descripciones de cada virus: el
punto de inactivacion térmica, que consiste en
el andlisis de la infectividad en clarificados de
savia a través de una gradiente térmica, y la
pérdida de la infectividad en funcion del tiem-
po, a una temperatura fija.

En este trabajo hemos tratado de determinar
mds estrictamente la estabilidad de las cdpsides
del VRFM combinando la microscopia electro-
nica con técnicas enzimdticas que producen
cambios detectables por espectrofotometria
ultravioleta. Este procedimiento permite deter-
minar las condiciones en que particulas virales
llenas liberan sus dcidos nucléicos para que la
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ribonucleasa pancredtica actie monomerizan-
dolos. La gran estabilidad térnica que presen-
ta la ribonucleasa pancredtica A, permite usarla
sin peligro de inactivacion. La hidrolisis del
ARN produce un cambio en absorbancia que
medimos a intervalos de tiempo y a diferentes
temperaturas. Este cambio se debe al conocido
“efecto hipocromico”, que depende de la ma-
yor absorbancia de los monomeros libres, que
del polimero. En nuestro trabajo la monomeri-
zacion del ARN por la ribonucleasa aumenta la
cromicidad de la solucion, segin la funcion da-
da por Bloomfield et al.(1974):

H (a 260 nm)=<1 — (Emon./Epo.) >x 100

donde Emon y Epol son el coeficiente de extin-
cion del monomero y del polimero respectiva-
mente.

Se observa en la Figs. 1 y 2 que las particu-
las virales llenas, aisladas de CsCl, son estables
a temperatura ambiente, pero en una gradiente
de temperatura producen aumentos repetibles
de cromicidad a través de la misma (Fig. 3). Las
observaciones al microscopio electronico de
alicuotas de diferentes tratamiento (Fig. 4) en
general se correlacionan con el efecto cromico
observado (Cuadro 1). Tanto la densidad de
particulas virales como la proporciéon de par-
ticulas llenas, disminuye con el aumento en la
temperatura, produciéndose una pronunciada
transicion en el valor de H entre los 75°C y los
809C. y una disminucion substancial en el na-
mero de particulas por campo (Figs. 3y 5 Cua-
dro 1). También se observa un leve desplaza-
miento hacia longitudes menores en el dmbito
290-300 nm (Fig. 4), tal como ha sido descrito
para dcidos nucléicos purificados (Bloomfield
et al,, 1974). La contribucién de la proteina
viral al efecto créomico es minimo hasta los
909C, pero calentamiento prolongado a mayo-
res temperaturas de soluciones concentradas
produce coagulacion y precipitacion de la pro-
teina y un efecto de dispersion y precipitacion
de la proteina y un efecto de dispersion de luz
muy pronunciado desde los 330 nm (Fig. 6).

Estos resultados nos sugieren que la cdpside
del VRFM puede protejer su dcido nucléico
a temperaturas bastante altas (60°C), que no se
dan normalmente en su ambiente natural. Su-
ponemos que la transicion a los 75°C obedece
a efectos térmicos sobre enlaces cuasiequivalen-
tes que cooperativamente se alteran abriendo la
estructura.
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Fig. 1. Espectro de absorcion ultravioleta de particulas
llenas de VRFM a temperatura ambiente durante 21
minutos, J luego de calentar la preparacion por 2
mim a 85" C. Estos datos se grafican como cromicidad
en funcion del ticmpo en la parte superior de la Fig. 2.
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Fig. 2. Los cambios de cromicidad (H a 260 mm) fuc-
ron graticados en funcion del tiempo para el virus
completo (arriba) y bajo condiciones idénticas, para
las cipsides vacias (abajo).

CUADRO 1

Apnalisis de las particulas del VFRM por

microscopia electronica, indicando también
el cambio porcentual de H.

Temp. Cambio Jovirus No. part.
(0C) H% complcto por um?
24 0.5 92 130
60 2.6 52 27
80 8.1 8 18

>90 10.1 0 0
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Fig. 4. Tincidn negativa del virus completo tratado con ribonucleasa A y observado al microscopio electrdnico. Ali-
cuotas de la misma preparacién fueron tratadas (A) a temperatura ambiente-aproximadamente 24°C, (B) 60°C, (C)
y (D) > 95" C. se determind el porcentaje de particulas llenas y la densidad de particulas por micrometro cuadrado.
La barra equivale a 0.1um.
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Fig. 3. Espectro de absorcién del virus después de tra-
tar la preparacion adlferer}t«_astemperatu_ras en presen- 0055, 50 15570075201 851 790 95
cia de ribonucleasa pancreatica. El cambio de cromici-
dad se mide a 260 nm. También se detecta un leve TEMPERATURA €C)
desplazamicnto del espectro hacia longitudes menores . . . .
en el ambito 290-300 nm. Fig. 5. Grafico del cambio en cromicidad a 260 nm a

intervalos de 5~ C. Datos originales tomados de la
Fig. 3.
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Fig. 6. Espectro de absorcidn de cipsides vacias, to-
madas en la banda superior de una gradiente de CsCl.
El maximo de absorbancia es alrededor de los 280 nm.
El cambio en cromicidad a 260 nm (o a 280 nm) es
despreciable, excepto después de calentar a > 95 C.

Las curvas de estabilidad térmica presenta-
das en este trabajo son una medida mds precisa
de la estabilidad viral que los otros métodos uti-
lizados, y podria obtenerse con mejor resolu-
cion aun, utilizando celdas de temperatura con-
trolada y mediante grificos continuos de los
cambios de absorbencia en funcién del tiempo.
Las curvas de estabilidad térmica que resultan
cuando se cambian los solutos y solventes, per-
miten conocer mejor las condiciones en que es-
tos virus son estables, los eventos intracelulares
que permiten liberar su ARN a temperatura am-
biente y las estrategias de dispersion que utili-
zan para infectar a la planta de maiz y al insec-
to vector.
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